





















1 DNA移送のエネルギー論 9 
I 詰込み蛋白質大サブユニットgp19の機能領域に関する研究 1 1 










































































































である(GuoCf 81.， 1987a， b;Hamada ef al.， 1987)0 DNA詰込み反応は、 ( 1 )自己DNAO認
識、及び詰込み開始に必須であるDNA端をとじるコンカテマーの切断 (開始切断)、(2) 









頭殻内への移送が開始すると考えられている (Feiss，1986; MuriaJdo， 1991) 0 i立伝学的研
究により、プロヘッドとの結合は大サプユニットgpAを介して起こることが示唆されてい
る (Sippyand Fciss， 1992)。
本研究で月J~ 、たT3ファージは、 二本鎖DNAファージの中でも比較的小型で、約38.5kb
のゲノムDNAの両端に230bpの同方向の末端重複配列 (TR配列)を持つ(Fujisawaand 







(Hamada cf a1.， 1986b)。この系の解析により、以下に述べるようなDN局吉込み反応
経路が明らかにされている(図 1)。プロヘッドはほぼ球形の比較的不安定な趨分子構
造体であり、約420分子の主要頭殻蛋白質gpl0と少量の微量頭部蛋白質からなる (17;
Stcvcn cf a1.， 1983)。プロヘッド、上にはgp8の12最体からなるDNA入口構造(コネクター)
がl頂点に局在し(Nakasuef al.， 1983)、AT町在下で詰込み蛋白質大サプユニットgp19は、










込むので、上述したDN~詰込み反応の素過程のうち、 ( 1 )の素過程は再現できない。





クレアーゼ活性を持つ (Fijisawact a/.， 1990) 0 2 ;プロヘッド結合能を持つ。ただし、
ATP存在下では結合比(gp19/プロヘッド)は6であるが、 AT~I~存在下では結合比が20-30
となり、プロヘッドは不活化される (Fujisawaet al.， 1991) 0 3 ;精製invifro系において
唯一ATP結合能を持ち (Hamada et al.， 1987)、ATPの有無により、 gp19のプロテアーゼ感







行った結果を示す (MoritaCf al.， 1993)。第一部Hでは、 gp19の機能領域について以下の3
点から解析を行った。(1 ) gp19の各機能とAT時古合との関係を調べるために、 ATP及び
MgZ+結合共通配列に部位特異的変異を導入し、各変異gp19の機能解析を行-った (MoritaC( 
a1.， 1994) 0 (2) gp19のATPによる機能変化は、 ATPにより引き起こされる構造変換に
関辿していると考えられる。そこで、この情造変換の実態を把握することを試みた
(Morita e( a1.， 1995) 0 (3) ATPによるgp19の椛造変換はDNA詰-込み活性を持つgp19・プ
ロヘッド複合体形成を可能にする。DNA移送装置としてのgp19-プロヘッド複合体形成に
関して、 gp19のプロヘッド結合領域を決定し、 gp19の椛造変換とプロヘッド結合領域に













(A) DNA移送に共役したATPase (pac-A TPase)の測定
パクテリオファージのDNへ詰込みには一般にATPが必要とされる(Eamshaw and 
Casjens， 1980; Black， 1988) 0 T3の精製in vitro系は全ての構成要素が揃うと高いATPase活











ATPase活性 (pac-ATPase活性)と、移送に関係なく現れる活性 (nonpac-A TPase活性)と
を分離する必要がある。
そこで、 DNA詰込みの阻害剤であるエチジウムブロマイド及びアクチノマイシンD
















































gp19は精製jf)vjtro系において唯一のATP結合蛋白質であり CHamadael aJ.， 1987)、そ
の多機能はATPとの相互作用を介して発現、かっ変化する。 gp19のアミノ酸配列中には
ATP結合共通配列 (Rossmannι~t al.， 1974; Walker et al.， 1982)が三筒所、 Mg2.(金属)結
合共通配列 (Bcrg，1986)が二箇所見られ (表3、図 6)、これらのアミノ酸残基が実際
にATP結合に関与する可能性が高い。 また、他のファージの詰込み蛋白質大サプユニ
ット (T7gp19、AgpA、T4gp17、φ29gp16)においてもAT時古合共通配列が存在する事が









































ドヌクレアーゼ活性を示したが、 ATPによる抑制を受けなかった (データ省略、 Kimura






































精製系ではONAJ.'i込み反応経路が分子レベルで明らかにされている (例 1) 0 gp19は、
アロステリック附子としてのATPの関与の元にプロヘッド lに対して6分子結合する。
ATP非存在下て'は、 gp19はプロヘッドに過剰に結合し、このgp19・プロヘッド佐合体は詰



































DNA切断活性を示さなかったと考えられる(図 9、 11、表5、6)0 gp19・wゆエンド
ヌクレアーゼ活性はATPの他、 gp18によっても抑制される (Fujisawact a1.， 1990)。一方
gp19・G61Dのエンドヌクレアーゼ活性はATPによる抑制は受けないが、即時によって抑制




















































(Fry cf al.， 1986; Maruyama and MacLcnnan， 1988; Hinz and Kirlcy， 1990)。しかし、転写終
結肉子ρについては、八TP結合領域のリジン残)1:;をi託換してもATPasc爪itl:に影響はない
という報告もある (Dombrosk i cfal.， 1988) 0 gp 19・K370I、gp19・K43011こ関しても、
nonpac-A TPasc活性:がI:'G~ 、こと以外は、 gp19・wtとほぼ同じ活性を示したので、リヅン残基
はあまり重要でないのかもしれない (表6)。ただし、 gp19・wtO)示すnonpac-A TPase活性
の実態が不明なので、 gp19・K370I、gp19-K43011こおけるこの活性のヒ引がどのような意
味を持つのかは今後の課題である。 gp19・H553しもこのグループに属する。 T7はT3に非常・














AT町I~存在下では 36.0kDa (Th fragment)、ATPイメイE下では59.6kDa(ThA 1)及び55.7kDa
(ThA 1)の主要断片が生じる。また、トリプシンを用いた場合は、 ATPJI:存在下では





材料と方法で述べたように、各主要断Jt(Th， ThA 1， ThA 1， Tr， TrA J. TrA 1)をSOS・
ポリアクリルアミドゲル沼気泳動により精製し、各断片のN末端から 5アミノ敗残基の
配列を決定した。1!Jられた配列を、 ONAJij{Jま配列より予想、されるgpl9のアミノ敵配列と
比較した (図 13) 0 Th断片を含む電気泳動 l-.のバンドは、実際には3柿・のペプチド断
nの混合したものであった。アミノ酸組成と混合物のアミノ般の-lil比から閃 13に示さ




Th， Tr， TrA J， TrA 1の切断部位は、使用したプロテアーゼの基質特異性に合致していた。
しかし、 ThAJとThAJJのN末端はS2であるが、 M-S問のペプチド結合はサーモリシンの










これらの結果は、 gp19は次の 3つの構造上のドメインからなることを示唆する:01; 
ATP非存在下においてプロテアーゼ感受性のN末端領域 (N末端・280近傍)、 02;ATP 












ATP{J.(ド (TrAI断片を主に含む)、非存在下 (Tr断nを J:に合む)でトリプシン限
定分解後、 soybcantrypsin inhibitorを加えて反応を停止させ、 gp19を除いた精製系にこれ
ら反応液を加えふり込み間性を調べたところ、両者とも精製系に比較して活性は低かった





gp19・プロヘッド複合体形成過程に対する影響を調べるために、 soybcantrypsin inhibitor 
で反応を停止させたATP非存在下での限定分解物を、 ATP{J.イEドあるいは非存在下で・プロ
ヘッドと反応させ、超遠心によりプロヘッド分画を分縦し、これをSDSポリアクリルア





















anhydrotrypsin agaroscカラムを通過させた。 Tr断片はカラムに吸1:し、 5mMHCIによって




















ける詰込み活性を失っていた (図 17) 0 gp19oC15の活性喪失の郎闘を調べる目的で、













引が判っている (Fujisawaef al.， 1991)。実際に凶21に示すように、 gp19・wtについては
反応1に加えたgp19・wt濃度が上昇するに伴って詰込み活性は減少する。しかしながら、
gp19d.C15はATP)ド作(1:下で反応 iを行わせても反応2での詰込み活性を全く限害しなか


























込み活性を示さなかった。このことから、 C末端から 10~15番目のアミノ酸配列 (Y572・
D576)がプロヘッド結合に重要な領域であることが示唆される。興味深いことに、この
領域を含むL571・D576(領域1)は、 Aファージで遺伝学的な解析からプロヘッド結合に


























第・反応終 f後、反応液を∞mpletepac buffcrで1/100に希釈し第 :反応を行った(表9)。
各反応を6pT3作イE下、非存在下で行ったものを、機々に組み合わせて実験を行った。第
¥第三反応をj血して6pT3を共存させた場合 (表3、gp19・wtcxp，4)については、希釈












































(図 26) 0 gp19を除いた精製系を6pT3イj.，(E下あるいは非存在下で25"C 10分間前処理














































6pT3のぷ込み町173効果は、 gp19・プロヘッド問の結合間1~fではな く 、 両者の領域Iでの機能






I 9)ことからも、 gp19oCI0はプロヘッドとの親和性が低く、 gp19oCI0・プロヘッド複
合体は不安定であると結論できる。 6pT3のgp19oCIOに対する詰込み阻害効果が、 gp19・wt
に対するそれに比較して顕著に高いこともこの結論を支持する (凶24 ) 0 6pT3を用い
た希釈実験の結果は、 gp19oCI0とgp19・wtとの主を浮き彫りにした (表9)0 6pねは、
gp19oCI0・プロヘッド複合体形成後であってもDNIなお込みをm古した (表9、OCI0exp. 
2)。この1寺、第二反応の反応液中の6pT3濃度はgp19oCIOやプロヘッドの濃度より遥か















ると考えられている (Murialdoand Bcckcr， 1987; Eamshaw and Casjcns， 1980)。一般に、
詰込み蛋白質は大サブユニットと小サブユニットからなり、前者はプロヘッドに、後者
はDNAに結合するという共通点がある (φ29;Guo ct a1.， 1987a:れ Bcckcrct al.， 1977: T3; 
Shibata ct 81.， 1987a)。変異ファージやinvitroDNA11・込み系の解析から、し、くつかのファ
ジーで・小サ7'ユニットはDNA詰込み皮応に必須ではないが促進的に作JIし、 一方大サブ
ユニットは必須である引が示されている (Black，1989)。大サブユニットの分子レベル
での解析は、 Aターミネースでコンカテマープロセシングに関して行われている (Wuet 
81.， 1988; Frackman ct al.， 1984， 1985)が、 DNA移送装置の構成要素としての解析はほとん
ど行われていない。 T3ファージでは、精製invitroDNA詰込み系が椛立されており、 DNA










とが示された (Moritact al.， 1994) 0 p2やAファージでもDNA切断爪i1l1:は大サフ'ユニット
に存在することが泊伝学的に示唆されている(Bowdcn and Calendar， 1985; Davidson and 
Gold.1992 )。特にAファージでは、詰込み蛋1'1質はターミネースと呼ばれ、 cos配列の
切断について研究が進んでいる (Mulialdo，1991)。忌近、精製した大サ7'ユニットgpAは、
単独て'cos切断を行うことができることがinyitroで示された (Parrisct al.， 1994; Rubinchick 






によって抑制される点は、 T3gp19と良く似ている (RubinchickCf a1.， 1994) 0 A TPとエン
ドヌクレアー ゼ1.litl:r! I心を形成するアミノ敵残Jまとの相互作用がターミネースのニッキ
ング特異性をW/~ñ! し、 gpNu1 はcos配列へのlE肱な結合により、，Elì{(な DNAlïJ断を行える
ようにg凶を配ir~ していると説明されている (Rubinchickef a1.， 1994)。ターミネースの
場合、特異的なDNA切断はターミネースと桁 1:閃子(IHF)のみによって適当な条件下で
in vitroで・再現されるが、 T3gp19の場合、特異的DNA切断はDNベ詰め込みに共役して現れ











質、プロヘッド、 DNA及びATP)が揃うと、 ATPase活性が現れる引がぶされている (Guo































































位医する3述続酸性アミノ酸パッチは、 T3、T7、Aのほか、 21、P1にst!.られた (図29)。
φ29はT3と問機、精製invitroDNA詰込み系が開発されており、 ONA詰込み機構について
分子レベルでの解析が進んでいる (Guoct al.， 1986) 0 o 29の大サブユニットgp16には、
敵性アミノ酸パッチは存在しなかった。 φ29はその詰込み機構において次のような点で
他のファージと大きく異なる。ゲノム末端に詰込み蛋白質小サフ'ユニットが共有結合し
てONA詰込みに機能し (Bjomstiet al.， 1983)、ONA複製はコンカテマー形成を経ずにプ
ロテインプライミング機構により進行する (Salas，1991)。また、詰込み機構の構成因子







しい (FrackmannCf al.， 1985 ) 。 キメラファージの解析から、 gpAのÅ~後の5アミノ酸を
gp2のそれで日[換すると、 Aファージの政Ij:が符しく減少することが明らかにされている
(Yeo and Fciss， 1995a)。このキメラ変異を抑制する復帰突然変異について調べると、終
止コドンに変異が'tじ、結果としてC末に更にEOEという 3つの酸性アミノ酸が付加し
ていた (Ycoand Fciss， 1995a)。このことは、 C末端に存在する酸性アミノ椴ノマッチが
ONA詰込みに(おそらくはプロヘッドとの布I]j・-作用に)重要であることを不唆している。
21gp2にはC木端に円安性アミノ酸は存在しなし、。しかしながら、 616・618に3つの酸性ア













gp19はATPと結合することにより、プロテアーゼ感受性が変化する (巧isawacl a1.， 
1991)。この変化は、 ATPにより誘発されるgp19の構造変換の結果によるものであるこ
とを明らかにした(1火113、Moritael al.， 1995)。図30にまとめであるように、 gp19に
は3つの構造ヒのドメイン (01，02，03)が存在すると考えられる。 01を欠く Tr断片はプ
ロヘッドに結合するものの、その結合繊式はATPの有無に関わらず、 ATP非存在下での
gp19・wtと同般に、プロヘッドに過剰に結合するというものであった(1;.:1 5、Moritael al.， 





でのgpl9・wtと同じであった (図 11、Moritac( al・， 1994) 0 L5・ F24を欠く gp19・.d.Nもま
た、プロヘッド結合段式はATPの存紅lこ関わらずgp19・G610と同様であった (未提出デー
タ)0 gp 1 9-.d Nもgp19・G610と同様にATPとの相互作用能を失っているのであろう。 01
にイI-，([するATP結合共通配タIJ1へのATPとの結合が、 gpl9の間近変換を引き起こし、 03を
蛋白質分子の表面へmWIさせるのかもしれない。一般に蛋(111の末端領域は分子表面に




























化することが示唆されている (T3;Fujisawaclal.， 1991: q'>29;Guo clal.， 19肝心 。このよ








ている (T4:Hsiao and Black， 1977;λ: Ycoand Feiss， 1995b)。ファージのコネクター蛋向
質は、 次ー構造にホモロジーが無し1にもかかわらず、共通して12長体として良く 似たシ
リンダー状の構造を作る (T4;Dricdonks cl al.， 1981:φ29; Carras∞sa CI81.， 1985: ，{; Kochan 
c( al.， 1984: T3; Carazo cl al.， 1986) 0 T3では、コネクターの屯子顕微鏡像のフーリエ法に
よる両像解析から三次ië~持造が得られており、 6回対祢tEを示すことがりl らかにされてい
























移送するという、 ラチェットモデルを提唱した (図31 )。まず、コネクタ-tの、
ATPを結合した6分 I-のgp19のうち 1分子が、政寄りの二本鎖DNAの事r.li ~憐般パックボーン
に結合する (1采131 a) 0 DNA結合により誘発されるATPasc祈tによってATPが加水分解
されると、 gp19は椛造変換を行いDNAを頭般内へと手繰りょせる (関31 b) 0 ADPの解
離につづいて再びATPと結合すると、 DNAから解離すると共に元の構造に戻る(図31 c)。
このときDNAの納・燐椴パックボーンに、隣俵するgp19が結合し、このサイクルが繰り返





体) の秩序だったJ，~IJ倒的補造変化により説明されている (AJbcrtsand Miyakc-Lys， 1992)。
孜々のモデル以外に、コネクターを中心とするDNA移送装置モデルが舵唱されている
(図32)0 (A)移送装慌の持つトポイソメラーゼ活性により、 ATPを消狩しながら
DNAに一時的な超螺肢を導入しつつDNAを手繰り寄せる (Blackand Silvcrman， 1978)。
(B) ATPエネルギーによりコネクターが閉転し、コネクターの'1心孔とDNAの溝が、ボ
ルトとナットのように働き、 DNAが移送される (Hcndrix，1978) 0 (C) DNAがコネクタ
ーの周囲に巻き付き、コネクターが回転することによりDNAを移送する (Turnquistet al.， 
1992) 0 (A)はニックを持つDNAやソラーレンで鎖問クロスリンクされたDNAが移送















組み込まれたgp19が、 1; DNA移送1ドDNAと前段結合しているか、 2;精造変換を行っ














2，64nm、φ29、A、T2、T7では2，73-2，75nmと計算されている (Stroudct a1" 1981; 
Eamshawand Casjens， 1980)。これは結晶化されたDNAのそれとほぼ等しい (Eamshaw
and C刈cns，1980)。従って頭殻内の圧力 (DN刈王)は、 DNA鎖問の静電斤力もしくは
DNA濃度により非常に高くなっていることが予想される。 T3ファージの精製invitro系iこ
おけるDNA詰込み反応は、 ATPの代りにATP-y・Sを加えると50S複合体形成完了後停止し、

























れのDNA長を算出した (図33 C) 0 Shibata ct al.(1987b)の得た数値と異なるのは向調系
の組成もしくはDNA長測定法の追いによるものであろう。 1分間当たりの移送DNA長で見
ると、 DNA移送開始2分までは9.88kb、l1.8kbと増加傾向にある (凶3!J八)。 しかし、 1

























頭殻内のプラスミドDNAは、 主に6量体 (36kbp)であり、 7量体 (49kbp)以上のものは
存在せず、 5抗体 (30kbp)以下のものも少なかった。 7草体が存在しないのはT3ファージ
の政殻容蛍 (約40kbp)を越えているため物理的に詰め込めないことによる。 51'<体以下
が少ないのは、ある科度頭殻がDNAで満たされなければDNA切断峨柿が働かないためだ
と考えられる (headfulmcchanism) 0 hcadful mcchanismの実態はよく判っていないが、
DNA移送速度を低下させると精製ITlvitro系で・の終結切断活性が高くなることが示されて













'¥ した。 ATP添力112.5、3及び6分後にATP-y・Sを加え、 OOC 5分後oNasel処理をした。対
照として、 ATP-y-Sを加えないで・各時間後にDNascI処理したものをm意した。 2.5分後ま
では、 ATP-y・S添加試料と対照との聞にDNA長の差は無かった。しかし、 3分後の頭殻内
のDNA長は28.9kbであったが、 ATP-y-Sを添加した試料で-は25.9kbと短かった(図 35 









T7、 T4、 P22ではプロヘッドの拡大変換にi'1~ って、主要頭殻蛍 íJîî分子の情造あるい
は配irlの変換が6r~ ，j!! されている (KislJcr C//l.， 1978; Casjcns， 1979; Wurlz cl ;1.， 1976)。お






















amNG20 ( 3， cndonucleasc ) 
amNG69 (5， DNA polymerase) 
amNG220B(17.5， cclllysis) 
amllM90 (19， DNApackaging protcin largc subunit) 
多if(変異株は、 i立伝的組換えによって得られたものである。また、川いたアン
1<一変異株は全てamNG220Bとの多重変具体である。
M 13mp19 (Yanish-Peπon el a1.， 1985) 
2. 保j妹及びプラスミド
Eschcrichia coli， strain B 
BB (su・)
ER22 (su-， cndoq 
E.coli， strain K 
JM109 (rccAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 rclAl thil o(lac-proAB)， F' [traD36 
proABφlaclq lacZ6M15] ) 
CJ236 (dut 1 ung1 thi1 relA1; pCJI05(Cmr)) 
pUC18: (Yanish-Perron el al.， 1985) 
pUCEITR : T3DNAの遺伝子19及びその近傍領域 (El配列)と、 TR配列及びそ











M9Amcdium 脱イオン水 11当たりNa2HP047 g， KHl04 3 g， NH4Cll g， glucosc 
2 g， Casamino acid 1 g， 1 mM MgSO 4'1凶fFcCI3 
PG mcdium : mlイオン水 1J当たりpcptonc10 g， NaCJ 3 g， glucosc 1 g (pH 7.4) 
LB mcdium :脱イオン水11当たりpcptonc10 g， yeast cxtract 5 g， NaC15 g (pH 7.4) 
M9-LB mcdium : M9AとLBを等坑混合したもの。
寒天培地:示されている培地に1%agarを加えたもの。
pacbuffcr : 20 mM Tris-HCl (pH 7.4)，50 mM NaC1， 1 mM spermidinc， 5 mM MgCI2， 7 
mM 2-mcrcapt∞thano1 
∞mplctc pac buffcr : 5% (w/v) po1ycthy1cncg1yco1 (#6000)，50μMATP， pacbuffer 
prohcad bufcr : 10 nホ1Tris HC1 (pH 7.4)， 0.5 M NaCl， 1 mM MgCI
2 
PM buffcr : 10 mM potassium phosphatc (pH 7.4)，7 mM 2・mcrωpt∞thano1
PMG buffcr : 5% (v/v) glycero1， PM buffcr 
TMG buffcr : 10 mM Tris HC1 (pH 7.4)， 7 mM 2-mercaptocthano1， 5% (v/v) glycerol 
TBEbuffcr : 89 nホ1.Trishydroxymcthylaminomcthane， 89 mM boric acid， 0.5 nホ4
EOTA 
TEbuffcr : 10 mM Tris-HC1 (pH 8.0)，1 mM EOTA 
20x SSC : 3 Mr、~aC1 ，0.3 M sodium citrate 
50x Ocnhardt : 1 % Fico1， 1 % po1yvinylpyrro1idone， 1 % bovinc scrum albumin 
5x 10ading buffcr : 20%sucrose， 0.1 M EOTA， 1 % SOS， 0.01 % BPB 
4x samp1c buffcr (SOS-PAGE) : 0.25 M Tris-HC1 (pH 6.8)， 2% 2・mcrcaptocthano1，4%







Ha01ada ct 81. (1986a)の方法に従った。
c. gp19t，'j製
Ki01uraand Fujisawa (1991)の方法を改変して行った。gp19を多日発現させた
府養液21分の細胞を~~i し、 PM buffcrで洗浄した。円集菌して~容 Iìl:の 3 倍の1
nホ1EDTA-PM buffcrに懸樹し、 -8σCで凍結した。融解後、 lO1glmlとなるようリゾ
チームを加え、 30分氷冷後終濃度 1M NaCI， 10nホ1MgClzをJIえてよく混合した。
HITACHI RP40ローターで20C 36000rpm 21時間遠心した。 I二泊を3500飽和
a01010nium sulfatcを加えて O"C 1時間砲やかに撹枠し、 SORVALLSS-34ローター
で2"C 12000rpm 20分間遠心した後、比澱物を2ml PMG bufferに懸樹し、 PMG
bufferに対して4"C 晩ー透析した。 SORVALL SS-34ローターで20C 10000rp01 20 
分間遠心し、比澱物を200110.5M NaCI-TMG buffcrに溶解.した。これを0.1M NaCI・
TMGbuffcrに対して透析した後、同びSORVALLSS・34ローターで2"C 1 OOOOrpm 
20分間遠心し、 J-.it'iをFPLCシステム (Pharmacia)により0.1M - 0.5 M r、~aCI-
TMGbuffcrのIl'(線波度勾配を作り、 MonoQHR5/5(Phamlacia)で分1hjした。 gp19を
含む分画にω%飽和a0101oniu01sulfateを)J1えてO"C 1時間格やかに償作し、
SORVALLSS-34ローターで20C 12000rpm 20分間遠心した後、沈澱物を1ml 
TMGbuffcr に的解 し、 FPLCシステムをJTJ~ 、て、 0.1 M NaCl・TMGbuffcrで平衡イヒし
たHiLoad 16/10 (Pharmacia)で分画した。 gp19を合む分画をPMGbuffer (pH 6.8) 
に対して0<'( 3 11.'iIUJ透析し、 ammoniu01sulfa吋完液を終濃度0.2Mになるよう加え
た。 BuffcrA(0.2 M ammonium sulfatc -PMG buffer， pH 6.8)で平衡化したPhcnyl
Sepharosc CL4B (Pharmacia) 20011に試料をのせた後、カラム容-1.(の30%
cthylcncglycol-BuffcrAでー 洗浄した。 3001130% cthylcneglycoトBu(fcrA及び3001170%






d. hcad aCCCplOr cxtract (H.A.E.)の調整





5. il vilro DNA詰込み反応系
a. tJlil1 vilro系
Fuj isawa cl a1. (1978)の方法による。 3・.19・及びS-. 19・のファージ感染菌抽出液
を混合して、 19・l1IJIB液を作製した。これに2X 101 pcq (phagccquivalcnt)粒子型




Hamada cl al. (1986b 'p)方法による。 2X 1010 pcqプロヘッド、 1凶 gp18、0.1μ8





た。 liJi殻内に詰め込まれたONんを観察する場合には、 ONascI処.Ep'後5xloading 
buffcrを}JIえ、 650C 10分間加熱した後、アガロースゲル屯去し泳動を行った。
6. 変異gp19の作製













ームによる溶的後、終波度1M NaCI， 10 mM MgCI2を)JIえてよく混合した。 t容南波
を趨汗彼処理し、 SORVALLSS-34ローターで20C 8000rpm 15分間迫心し、沈澱
物を15011PMG buffcrに!帳濁した。，r}1交超苦彼処nH後、|司織に遠心し、 tk澱を2011
PMG bufferに懸削し、これに18011の7M guanidinc-hydrochJoride-20 mM phosphate 
buffcr(pH 7.4)-1 mM IY円を加え、氷上てう0分間処理した。その後、 11の0.2MNaCI
・lmMMgCI2 -PMG buffcrに対して6時間透析し、さらに11の0.1MNaCI-l mM 
MgCb・PMGbuffcrに対して一晩透析した。遠心により凝集物を除き、」ニ消をFPLC
システムにより0.1M NaCI・0.5M NaCIの直線濃度勾配を作り、 MonoQHR5βで分
間した。以下の手順はgp19・wtの場合と同じである。
7. gp19によるDNA切断反応
0.5凶環状pUC18と0.1凶 gp19を、∞mpJctcpac bu fcrあるいはATPを除いた




で30"C 30分間反応させた。前者を50μMATPを含む20%sucrosc-pacbuffer (2.5 
01)、後者を2006sucrosc-pacbuffcrに主崩し、 HITACHIRPS50-2ローターでrc
36000rpm 2時間述心し、沈澱物(プロヘッド分画)を samplebuffcrに溶解した。






100μM (α.32P) ATP (1.5MBq/mりを合む材製invitroDNA詰込みJi.J，ê~液 (20μ)
を30^C 30分!1UJ.心じさせ、qJをpolycthylcnciminc薄府(PolygramCEL300PEI / UV254， 
Macherey-Nagcl~l: ) にスポットし、 40Cで乾燥させる。 薄腐をmcthanollこ5分間浸し、
l可び4"Cで乾燥させた後、 1M fomlic acid-0.5 M LiCIで展開した。 ATP，ADP， AMPへ

















477 A (Applied Biosystems)により、N末端より5アミノ酸残基を決定した。
1 2. 37.5kDaペプチド断片 (Tr)のC末端の解析
125凶のgp19を 101のpacbuffcr中で25凶のトリプシンを)0(，、て20"C 30分




1:させた。反応液に0.3mlの1M sodium a∞late (pH 5.0)を加え、 50mM sodium a∞talc 
(pH 5.0) -20 mM CaCI2・5mM DIFPで平衡化したanhydrolrypsinagarosc (f AKARA)カ
ラム(1ml)に上附した。同じbuffcr 3 mlで溶出した oド吸着分[1可)後、 3mlの5
mMHCIで溶IH(吸. n分両)した。 1Ij分阿に含まれるペプチド.断Jl"は、アセトンt




Biosyslcms)により Fmoq司相法をJTJ~ 、て行った。 Iri f1 uoroacclicacid及びdilhiolclhancを


































1 7. Southcm Blotting 
Southcrn BlottingはCurrcntProtocols in MoJccular BioJogy unit 2.9 (Ed. by Ausubcl ct 
aJ.，1989)に従った。 DNA-DNAhybridizationは次のような条件で行った。 DNA
prehybridization buffcr (6x SSC -10x Dcnhardt・0.5凶Imlsalmon spcrm DNA・0.1%SDS 
)中でおoc4・l2II刊¥]処理した後、DNAhybridization buffer ( 6x SSC・10xDcnhardt -
0.5 mglml salmon spcrm DNA -0.1 % SDS -0.5x 1 06叩m/mJ(32P)-probcDNA)中5Y'Cで一
晩処理した。洗浄は55<'Cで振撤しながら、洗浄液を6xSSC・O.I%SDS、2xSSC-
O.I%SDS、O.lxSSC・O.I%SDSのJI闘に代えて、各15分間 2回ずつ行った。 DNA









Bladford (1976)の)j法に従い、 BioRad Protcin assay染色液 (BioRad)をmい
て、 bovincscrum albuminを標準として蛍1'11浪度を決定した。
これらの実験に必要とされるプラスミド巾離、 DNA組換え等の諸技術は、








r2 P)ATP hydrolyzed 
(nmol/mり
+Et. Br. +Act. 0 
gp19 2.2 0.21 2.0 
gp19 + DNA 3.5 0.15 3.6 
gp19 + prohead 1.8 N.D. N.D. 
gp19+gp18 1.8 N.D N.D 
gp19 + gp18 + prohead 2.9 N.D. N.D. 
gp19 + gp18 + DNA 3.2 N.D. N.D. 
gp19 + gp18 + DNA + prohead 25.5 8.4 8.2 
表 l 精製inyitro系におけるATPase活性
精製inyitro系の各椛成要素を含むcompletepac bufferに100μMのATP及ひ'1.5MBq / ml 
(α・32p)ATPを加え300C 30分間反応させ、 ATP加水分解量を測定した。 DNA詰め込み阻害剤
として10μMエチジウムブロマイド (Et.Br.)あるいは2μMアクチノマイシンD (Act. D)を
用いた。
N.D. ; not determined。
50 
+ Act. 0 pac-ATPase 
dsT3DNA 100 47.8 52.2 
ssT3DNA 31.3 33.2 
rヘ Linear pUC18 109 40.3 68.7 
Circular pUC18 42.3 38.9 2.3 
17mer DNA 41.4 39.5 1.9 
tRNA 50.3 56.8 
no DNA 3 
表2 pac-A TPasc活性のDNA依存性
各DNAあるいはRNA0.5μgを含む精製II1vÍlro系に、 100μMのATP及び~1.5 MBq / ml 






Protcins Rcsidues Amino Acid Scqucnccs 
T3 gp19 52 -72 KKF-ILQ~FRGIGKSF工TCAFVV
360・372 QQR工LV工DPSgRGKDETGYA-VL
入gpA 484 -505 RV工-PIKGASVYGKPVASMPRKR
T4 gp17 154 -174 _BMTVCNL.e_-RQLGKTT-VVAIFL 
293 -314 HFY-DIWTAAVEGKSGFEPYTA工
中29gp16 17・39 R工LNFVIGARG工GKSYAMKVYP工
DnaA 164・184 YNPLFLYGGTGLGKTT-FAMNLV 
RccA 60 -80 R-工VEIYGPGSSGKTT-LTLQV工
ATPascαof E.coli 164 -184 R--EL工工GDRGTGKTALA工DA工工
Myosin of rabbit 173 -192 S--IL工TGESGAGKTV-NTKKV工
T3 gp19 418・435 VFESNFGDGMFGKVFSPVL 
Bovin PKA 44・62 ERIKTLGTGS FGRVMLVKH 
RSV p60src 269・287 RLEAKLgQGCFGEVWMGTW 
EG F Rcccptor 690 -707 KI-KVLGSGAFGTVYKGLW 





































Sequences Restriction enzymes 
(60)R G 工 G K 5(65) 
ーー CGTGGT ATC GGT AAG TCG-- none 
ー-CGTGAT ATC GGT AAG TCG-- EcoR V 
ー-CGTGGT ATC GAT AAG TCG-ー Cla I 
ーー CGTGGT ATC GGT ACC TCG-- Kpn工
(366)5 G R G K 0(371) 
ー-AGTGGT CGA GGT AAG GAT-- none 
ー-AGCGAT CGA GGT AAG GAT-- Pvu工
ー-AGTGGT CGC GAT AAG GAT-- Nru工
自由AGTGGT CGA GGT ATC GAT-- Cla工
(423)F G D G M F G K V(431) 
ー-TTCGGG GAT GGT ATG TTT GGT AAG GT-- none 
ー-TTCGAA GAT GGT ATG TTT GGT AAG GTA-- Nsp7524 V 
ー-TTCGGG GAT GGT ATG TTT CTT AAG GTA-- Afl 工工
ー-TTCGGG GAT GGT ATG TTT CGA AAG GTA-- Nsp7524 V 
ー-TTCGGG GAT GGT ATG TTT GGT ACC GTA-- Kpn I 
ラProteins Substitution Sequences 
(343)工 H S Y H S(348) 
Restriction enzymes 
， ， ， ?，??????????
?
????







ー-ATCGAT AGC TAT CAT TCG--
--ATT CAT AGC TAT CGA TCG--
Cla 1 
H347R Cla工
Mg 2+ binding motif 1
WT 
(552)E H P(554) 
ー-GAGCAC CCA-- none 





(570)E L Y W E D D D V(578) 
ー-GAACTC TAT TGG GAG GAT GAC GAT GTG-- none 
，:lC15 
，:lCl0 
Tyr s七op -ーGAACTC TAG AGG GAG GAT GAC GAT GTG--








Packaging Activity (% of WT) 
gp19 
crudc systcm dcfincd system 
0.16 0.00 
WT 100 100 
G61D 0.054 0.4 
G63D 0.47 25.1 
K64T 96.7 104 
H344D 3.9 1.7 
H347R 1.21 55.2 
G367D 0.47 23.2 
G369D 1.72 77.0 
K3701 65.8 96.1 
G424E 2.6 121.6 
G429L 35.5 98.3 
G429R 27.3 16.3 
K430T 69.6 65.9 








32p_ ATP hydrolyzed (nmol!ml) 
gp19 
Iloll-pac A TPasc pac ATPasc 
WT 27.8:t 4.2 17.6:t 1.6 
A TP-binding 1 
G61D 19.0i: 3.1 1.6士0.6
G63D N.D. N.D. 
K64T N.D. N.D. 
Mg2+・binding1 
H344D 24.0:t 3.8 2.0士0.5
H347R N.D. N.D. 
ATP-binding Il 
G367D 24.2:t 4.6 13.0土2.1
G369D 22.0:t 3.5 13.2土1.1
K370l 68.0土10.1 17.0士1.9
A TP-binding II 
G424E 25.6:t 5.2 16.6:t 1.8 
G429L 24.2 :t4.2 25.4土2.3
G429R 27.4 :t5.0 24.2 :t3.3 
K430T 42.2土6.2 17.6士1.8
Mg2+・bindingIl 
H553L N.D. N.D. 
表 6 各変異gp19のt1~i/1 vitro系におけるpac-ATPasc及び/1o/1pac孔TPasc活性








八11'ase Jnceraction Prohead 
Group gp19 crudc dcfincd aClvlty with ATP c1eavagc binding 
WT ++ ++ + + + + 
G610 + ++* A-I 
113440 + ++* M-I 
f、i 2 G429R + + ++ + + + 八-1lI
(G429L) (ん1り
3 G630 + N.O. + + A-I 
G3671) + + + + 八-I
G369D ++ + + + 八-I
G424E ++ + + + A-m 
113470 ++ N.O. + + + M-I 
4 K64T ++ ++ N.D. + + + 八-1
K3701 ++ ++ + + + + A-H 
G429L + ++ ++ + + + 八-1I
K430T ++ ++ + + + + 八-1Il









1st reaction 2nd reaction (lOmin) DNA packaging activity (:11σ'PFU/m1) 
exp. gp19・prohead∞mplexfornalion 50S∞mp& luformation 
No. 
(5min) (5min) gp19wt gp19~CI0 DNA Iranslocalion 
1 phd +gp19 + gp18・DNAcomplex 146 (1∞) 18.0 (1∞) 
2 (phd+gp19) +6pT3 + gp18・DNAcomplex 67.0 (45.9) 5.5 (30.6) 








1st r巴action 2nd reaction (10min) DNA packaging activity (:dOヤFU/ml)




gp19wt gp19aCI0 DNA transloc31ion 
phd +gp19 10・2 + gp18・DNA∞mplex 550 (1∞) 9.5 (1∞) 
2 phd +gp19 10-2 +g6Pp Ig-DNA complex 
+6oT3 
260 (47.3) 0.009 (0.095) 
3 (phd+6pT3) +gp19 10・2 + gp18・DNA∞mplex 335 (60.9) 0.62 (6.53) 
4 (phd+6pT3) +gp19 10・2 + gp18・DNA∞mplex





む場合 (exp.4)は、 1/1∞希釈は6pT3を含むcornpletepac bufferを用いて行った。
DNA in heads 
Time (min) packaged DNA after ejection 
(kb) (kb) 
fヘ
2.5 24.0 23.8 
3.0 28.9 25.9 






gpl0 ~じr--~ミ\ 日 (-y-S)⑩ 畑山伝、 m ノ






































+ + + + Act. 0 
10 20 30 60 Time (min) 
図2 精製泊 vItro系におけるATP加水分解















1.5 1.0 0.5 
(μM) D Actinomycin {、
1Ji製invilro系におけるDNA詰込み活性及びATPaseifitl:に及ぼすアクチノマイシンDの影響同3


















。 10 20 30 40 50 60 
Time (min) 
図4 精製血vilro系におけるATPぉe活性の時間経過
1∞μM (α_ 32p) ATPを含む精製白vitro系を1μM アクチノマイシンD存在下〈・)あ


















DNA mol / prohead 
0.3 0.2 0.1 。
梢製invi(ro系のATPase活性のDNA濃度依存性~15 
I)NAを各DN八/プロヘッド比で含む精製系において反応を14M アクチノマイシンD存在下(・)あ






。 100 200 





















































Q F、。、 トF、，‘F 、
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ATP +ー+ー+一 + 一






現状pUC18EITRONAをgp19と、 ATP存在下あるいはJドイバEドでpacbu汀'er'1で:'， 300C 60 
分川反応させた後75気泳動を行い、線状ONAの生成を制捺した。 I~IJ!:;;I状 (c1oscdcircular 
















話E Pstl ガζ? ?
3.0kb 叫42.5kb 」
~園田 direction of packaging 
fス
精製invitro系における詰込みに共役したTR配列切断活性図9
(A)線状化した pUC18EITRDNAを詰込み基質とし、 250μM ATPを含む精製invilro系で300C




Kimura and Fujisawa (1991)参照。
























































-ATP +A TP -AJ'L +A TP 
f一一一，r一一，r一一一一'r一一¥
M123452345 123452345M 





gp19 (2.5~lg/20μ1 ) をATP存在下あるいは非仔症下で、それぞれ2陀あるいは0.1時のトリ
プシンを加えて20"C 各時間処理した。lancl; 0 min、lane2; 5 min、lanc3; 10 min、lanc4; 30 

































gp19 (2.5μg120μ1)を各車のサーモリシン (A)あるいはトリプシン (8)を用いて200C 30分
間限定分解を行なった後、 SDSポリアクリルアミドゲル屯気泳動(12.590)を行なった。
(A)それぞれ0.1μg(Ianes 1及び4)、0.2同 (lanes2tえびの、 O.5J.lg(Iancs 3及び6)のサーモリ
シンを用いて、 ATNI:仔在下 (Ianesト 3)あるいは存在下 (Ianes4・6)で反応を行なった。lanc
0;未処理のgp19。
(8)それぞれ0.1μg(lanes 1及び4)、0.2J.lg(Iancs 2及び5)、0.5同 (Iancs3及び6)、1.0μg( 
lanes 4及び8)のトリプシンを用いて、 ATP非存在下 (lancs1・4)あるいは存在下(Ianes5・8)










ThA 1 : STQSNR 



















































gp19 (2.5μg!20μ1 ) をO.l l!gのトリプシンをm~ 、てATP存在下 (口， 圃 ) 、 )1:イ子イE下 (0 ， ・ ) で20
この限定30分HU限定分解を行なった後、 soybcantrypsin inhibitor添加lし、反応を停止させた。"C 






2 3 4 5 




リアクリルアミドゲル氾気泳動(12.5%)で解析した。 lane1;プロヘッド、 Janc2; gp19、



















制 16 Tr断片の C~g:lJ解析
(A) gp19 (0.125mg)を合むpacbuffcr 1 01にO.02501gのトリプシンを加え、 20"C 30分間限
定分解を行なった後、 5O1M DIPFを加えて反応を停止させた。反応被をanhydrotrypsinagaroscカ
ラムに上屑した。 1anc1;限定分解物、 1anc2;非吸着分間、 1ane3;吸泊分Ilij。
















560 570 580 







の10及び15アミノ酸残基をそれぞれ欠失している。 gp19・wtの代わりに各変異gp19を精製InvItro系に加え、 300C 30分間DNA詰込み反応
を行なった後、成熟頭部に尾部及び尾部繊維を集合させ、感染性粒子を計数することによりDNA詰込み活性を測定した。
f民








ぞ、れ0.5時、 0.1μgのトリプシンを用いて200C 各時間反応させた後、 SDSポリアクリルア
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プロヘッド (2x1030 pcq)と各モル比 (gp19/プロヘッド)のgp19・wt( 0，・〉あるい






















0.1 。 2 3 
gp19 (μM) 
図22 gp19・wt及びgp19oC10の精製inyitro詰込み系におけるgp19蛋白質濃度依存性
(A) 2 x 1ぴopeq ( 0， ・)あるいは2X 109 peq (0，・)のプロヘッド‘及び各濃度のgp19-wt(ロ， 0)、gp19oCI0(・，・)を含む精製inyitro系に
おいて300C 30分間DNA詰込み反応を行い、生じた成熟頭部に尾部及び尾部繊維を集合させ、感染性粒子を計数することによりDNA詰込み活性を
測定した。詰込み活性をgp19・wtを用いた標準反応液での活性を100%とした相対値で示した。




































.001 。 2 3 4 5 6 
Concentration 01 6pT3 (mM) 
関2tl 精製invitro系におけるDNA詰込み活性に及ぼす6pT3の影縛











プロヘッドを5mM 6pT3を含む(Ianc3)あるいは含まない(Ianc2) complete pac 
buffer 中で:'25"C 10分間前処理し、 gp19を)JIえてさらに10分間反応後、 gp19・プロヘッド
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l詞27 アミノ般市換ヘキサペプチドのDNA詰込みに及ぼす影響
gp19を除いた:ti'i製invilro系を各濃度のアミノ敵il換ヘキサペプチドイ子布下で250C 10分間
前処理後、 gpl9・wtを)111えて更に 10分間反応させた。 生じた成熟頭部に~~B及び尾部繊維を
集合させ、感染性村f-を計数することによりDNA詰込み活性を測定した。詰込み活性は、
6pT3を含まない反応液でのgp19-wtの活性を1とした相対値で表した。6pT3(LYWEDD) 

















一一・ー 一ー-DNA packaging 
一一ー 一一-DNA packaglng 





Phages Large subunit A.A. 
T3 gp19 586 LRSTMELDAVKVEAEVLEAFLEEHMEHP1 HSAGHVVTAMVDGMELYWEDDDVNGDRF工NW
τつ gp19 586 LRESMQLDSVKVEGEVLADFLEEHMMRPTVAATH工 EMSVGGVWYSEDD障GYGTSFIEW
入 gpA 641 KRRNEALDC門 Yλ工.AALR工S工SRWQLDLSAL工，ASLQEEDGAATNKKTLADYARALSGED困
21 gp2 641 KRRNEALDCLVYAYAALRVSVQRWQLDLAVLAKSREEETTRPTLKELAAKLSGGVNGYSR 
、。 Pl gppacB 397 ADAALW工EHRREEIAD工VDTGGYGDVDAEG工SNEAWLEQ班.DEDEEEDEEVTRKLYGDDDl
Cコ
図29 詰込み蛋白質大サプユニットC末端領域のアミノ酸配列比較
次のファージの詰込み蛋白質大サプユニットC末端領域のアミノ酸配列を示した。D (Yamada et a1.， 1986)、τマ(Dunnand Studier， 1983)、






Prohead Binding RegioQ 
LS71・0576
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ATP Hydrolysis ・ONATranslocation Coupling 
G429 
~ ; A伊 b加d加9consenω motif 





























(A) Black e1nd Silvcmlan (1978)のモデル。
(D) Hcndrix (1978)のモデル。
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精製Ulvi(ro~'i j6み系を改良した向調系にATPのかわりに10μMのATP十Sを}JII え、 300C 20分間
続いて20"C 10分間前反応後、 100μMのATPを}JUえてDNA移送をIHJ~tさせた (材料と方法)。 各
時間後DNascl処周!により反応を停止させ、頭般内DNAをパノレスフィールドゲル75気泳動を行い、
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Time (min) 2.5 3.0 6.0 
|司35 ATP↑S~こよる頭般からのDNA飛山し反応
(8) 















DN 八シーケンシングを御指導戴いた京ml大学理学部化学研究所ì'f IJ I I:t~ 同上、 ON
八合成機及びイメージアナライザーの使川にf.a:uを御計り戴いたJjtM大学理学部岩淵雅
樹教授、アミノ椴シーケンシングに関して機総の使mの便宜並びに操作を御指導戴いた
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